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Стимуляцiя протипухлинним препаратом таксолом
клiтинного циклу (G1/S перехiд) в клiтинах
анапластичного раку щитовидної залози
The eﬀect of antitumor drug, taxol, on the activity of cell cycle regulatory factors in two cell
lines of anaplastic thyroid cancer ARO and KTC-2 is studied. It is shown that taxol enhances
the phosphorylation of retinoblastoma protein, pRB, in both cell lines. The taxol addition to
the incubation medium in 6 h of incubation induced a signiﬁcant decrease of the level of the
inhibitor of cyclin-dependent kinases (CDK) and G1/S progression — р27KIP1. The level of
another CDK inhibitor, p21waf1, was also decreased but after 12 h of incubation. These results
indicate that the low concentration of taxol stimulates the early cell cycle stages in thyroid
anaplastic cancer cells.
Анапластичний рак щитовидної залози (ЩЗ) є досить рiдкою (до 10% вiд усiх злоякiсних
новоутворень щитовидної залози), але найбiльш агресивною формою раку людини з пога-
ним прогнозом [1, 2].
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Таксол (паклiтаксель, доцетаксель) — протипухлинний препарат, який успiшно вико-
ристовується для лiкування раку легень, молочної залози, простати, яєчникiв, голови та
шиї [3, 4]. Робляться спроби розширити коло типiв злоякiсних пухлин, для терапiї яких мiг
би використовуватися таксол. Вивчається можливiсть його застосування i для лiкування
анапластичного раку ЩЗ [5].
Для пiдвищення ефективностi протипухлинної дiї таксолу необхiдне розумiння сутi бiо-
хiмiчних процесiв, якi активуються пiд впливом таксолу в трансформованих клiтинах ЩЗ.
Вiдомо, що таксол викликає гiперполяризацiю мiкротрубочок, що, в свою чергу, призво-
дить до порушення клiтинного циклу [6, 7]. Проте конкретнi механiзми впливу препарату
на клiтинний цикл на сьогоднi невiдомi.
Метою роботи було вивчення впливу таксолу на початковi стадiї клiтинного циклу в клi-
тинах двох лiнiй анапластичного ракуЩЗ людини — ARO та КТС-2. Клiтини культивували
у середовищi RPMI-1640, що мiстило 5% бичачої сироватки, 1% пенiцилiну/стрептомiцину,
в атмосферi з 5% CO2 при 37
◦C протягом 2 дiб, промивали 2 рази PBS-буфером (80 мМ ор-
тофосфат натрiю однозамiщений, 20 мМ ортофосфат натрiю двозамiщений, 100 мМ хлорид
натрiю, pH 7,4) та замiнювали середовище. Через 24 год вносили розчинений у диметил-
сульфоксидi (ДМСО) таксол фiрми “Wako Chemicals” (Японiя) i збирали клiтини через
визначенi промiжки часу. В контрольнi проби вносили в такiй самiй кiлькостi ДМСО. По
закiнченнi iнкубацiї клiтини двiчi промивали холодним (2 ◦С) буфером PBS, що мiстив
пiрофосфат та ортованадат натрiю, збирали в 1 мл буфера PBS та осаджували протягом
3 хв при 1000 об/хв i 2 ◦С. Одержання клiтинних бiлкiв та iмуноблотинг проводили за
методикою, описаною ранiше [8]. Антитiла до фосфоформ бiлка ретинобластоми та iнгiбi-
торiв циклiнзалежних кiназ р27KIP1 й p21waf1 вiд фiрми “Cell Signaling Technology” (США).
Комплекси бiлкiв з антитiлами вiзуалiзували за допомогою реагента ECL (“Amersham Life
Science”, Велика Британiя).
Початковим етапом входу в S-фазу клiтинного циклу (реплiкацiя ДНК) є каскадне фос-
форилювання супресора пухлин, негативного регулятора клiтинного росту — бiлка рети-
нобластоми (pRB) й так званих pocket — бiлкiв р107 й р130, комплексами циклiн-циклiн-
залежна кiназа (CDK), а саме комплексом циклiн D-CDK4/6 [9]. На другому етапi комп-
лекс циклiн Е-CDK2 фосфорилює pRB по iнших амiнокислотних залишках. У результатi
такого фосфорилювання зменшується спорiдненiсть pRB до сiмейства факторiв транскри-
пцiї E2F, якi вiдiграють центральну роль у переходi з G1-фази до S-фази [10]. Активацiя
E2F, у свою чергу, призводить до iнiцiацiї транскрипцiї, посилення експресiї генiв циклi-
нiв, CDK та iнших факторiв, якi беруть участь в позитивнiй регуляцiї клiтинного цик-
лу i визначають проходження контрольної точки (точки звiрки) G1/S та вхiд у S-фазу
циклу.
З рис. 1, 1 й 2 видно, що пiд впливом низьких, таких що iндукують апоптоз [11], доз так-
солу (20 нМ) у клiтинах ARO та КТС-2 спостерiгається посилення фосфорилювання pRB
по залишках серину в положеннi як 795, так i 807/811. Таке iнтенсивне фосфорилювання
може свiдчити про суттєву активацiю комплексiв факторiв транскрипцiї E2F з ДНК-по-
лiмеразою (E2F/DP) за цих умов. Включення фосфату в Сер795 посилюється вже через
6 год iнкубацiї клiтин з таксолом, фосфорилювання по залишках в положеннi 801/811 по-
чинається з 12 год iнкубацiї. Певно, цi процеси вiдбуваються послiдовно i є першими двома
каскадами фосфорилювання. В клiтинах ARO максимальна iнтенсивнiсть фосфорилюван-
ня спостерiгається через 24 год пiсля початку iнкубацiї з таксолом i дещо знижується до
36 год (рис. 1, 1, 2 ).
170 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2007, №5
Рис. 1. Вплив низьких (20 нМ) концентрацiй таксолу на фосфорилювання бiлка ретинобластоми (1, 2 )
та кiлькiсть iнгiбiторiв CDK та G1/S переходу, р27KIP1 (3 ) i p21waf1 (4 ), у клiтинах анапластичного раку
щитовидної залози лiнiй ARO (1, 2, 4 ) i КТС-2 (3 ). (Представленi данi типового дослiду з трьох.)
Одночасно с фосфорилюванням pRB у клiтинах обох лiнiй анапластичного раку, по-
чинаючи з 6 год пiсля внесення таксолу до середовища, помiтно зменшується кiлькiсть
iнгiбiтора CDK та G1/S переходу, р27KIP1 (рис. 1, 3 ), ймовiрно внаслiдок протеолiзу пiсля
його фосфорилювання комплексом циклiн Е/CDK2 [12]. Деградацiя р27KIP1, що зв’язує
комплекси циклiн Е/CDK2 i циклiн А/CDK2, якi вiдiграють важливу роль у пiзнiй G1-фа-
зi та S-фазi, створює передумови для проходження цих фаз клiтинного циклу. На вiдмiну
вiд р27KIP1 кiлькiсть iншого важливого iнгiбiтора CDK, p21waf1, зростає у першi години iн-
кубацiї з таксолом i тiльки пiсля 12 год помiтно зменшується (рис. 1, 4 ). Це можна пояснити
тим, що на перших стадiях циклу p21waf1 виконує транспортну функцiю, стимулюючи пере-
хiд комплексiв циклiн D-CDK4/6 в ядро [13] i тiльки потiм, пiсля розпаду цих комплексiв,
проявляє свої iнгiбiторнi властивостi щодо комплексiв циклiн E-CDK2 та циклiн A-CDK2.
Факт стабiлiзацiї таксолом бiлка р53 та стимуляцiї утворення залежного вiд нього бiлка
p21waf1 був продемонстрований на кiлькох клiтинних лiнiях пухлин [14].
Таким чином, у присутностi низької концентрацiї таксолу, з одного боку, посилюється
фосфорилювання бiлка ретинобластоми, що призводить до звiльнення i активацiї транс-
крипцiйного чинника E2F, з iншого — зменшується кiлькiсть iнгiбiтора G1/S переходу,
р27KIP1, та iнгiбiтора CDK, p21waf1, що разом дає пiдстави стверджувати про стимуляцiю
цим антимiтотиком початкових стадiй клiтинного циклу. Значення такої стимуляцiї поки
що невiдоме, але можна припустити, що проходження циклу є необхiдною умовою апоптозу.
Таксол у концентрацiях, якi зупиняють цикл (50–1000 нМ), iндукує в клiтинах анапластич-
ного раку щитовидної залози вже не апоптоз, а некротичнi змiни [15]. Суперечнiсть мiж
зупинкою таксолом G2/М переходу i стимуляцiєю G1/S переходу та конкретнi механiзми,
що пов’язують ефект таксолу щодо клiтинного циклу з iндукованим ним апоптозом, ще
потребують з’ясування.
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Протеомiка активацiї Т-лiмфоцитiв мишей, позбавлених
гена pttg
T lymphocytes play a key role in functioning the immune systems of a man and other mammals.
We found 18 proteins, whose expression was changed in pttg-knockout T lymphocytes as compa-
red with wild-type T lymphocytes. We showed that pttg-knockout was accompanied by a decreased
expression of interleukin-4 and an enhanced expression of interferon-gamma in activated T
lymphocytes.
Онкоген pttg (Pituitary Tumor Transforming Gene) вперше був виявлений у пухлинних клi-
тинах гiпофiза щура в 1997 р. На сьогоднi вiдомо, що цей ген активно експресується в пух-
линних клiтинах гiпофiза (бiльше нiж 90% випадкiв аденом гiпофiза), але майже не експре-
сується в нормальних клiтинах, що дозволяє вважати його одним iз найкращих маркерiв
пухлин (аденом) гiпофiза [1, 2]. Результати проведених дослiджень вказують на те, що над-
мiрна експресiя продукту цього гена — бiлка PTTG — добре корелює зi злоякiсною транс-
формацiєю клiтин також в iнших видах пухлин, зокрема при раку щитоподiбної залози,
молочної залози, прямої кишки та багатьох iнших [1, 2]. Кiлькiсть повiдомлень щодо ролi
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